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G：温度勾配 , °C/mm 
Gs：設定温度勾配, °C/mm 
Gtc：熱電対によって計測した温度勾配, °C/mm 
H：冷却速度 , °C/min 
Hs：設定冷却速度, °C/min 
Htc：熱電対によって計測した冷却速度, °C/min 
J1：未分化細胞の無次元増殖速さ j1 / (k1‧N10)= η1 
J2：未分化細胞の無次元分化速さ j2 / (k1‧N10)=K‧η1 
J1‒J2：未分化細胞の正味の無次元増加速さ 
j1：未分化細胞の増殖速さ k1‧N1 , 1/day 
j2：未分化細胞の分化速さ k2‧N1 , 1/day 
K：無次元速度定数 k2/k1 
k1：未分化細胞の増殖の速度定数 , 1/day 
k2：未分化細胞の分化の速度定数 , 1/day 
k3：未分化細胞の死滅の速度定数 , 1/day 
k4：分化細胞の死滅の速度定数 , 1/day 
L：凍結前に対する凍結・融解後の神経突起長 






Nt：全生細胞数 N1 + N2 




̃ݐc：η1 = η2 となる ̃ݐ= {1/(1-K)}‧ln{K/(2K-1)}   
T：試料温度 , °C 
TH：高温側温度 , °C 
THs：設定高温側温度 , °C 
TL：最低到達温度 , °C 
TLs：設定最低到達温度 , °C 
TLtc：熱電対によって計測した最低到達温度 , °C 
Ts：設定温度 , °C 
Ttc：熱電対によって計測した温度, °C 
V：試料の移動速度 , mm/min 
W：加温速度 , °C/min 
Ws：設定加温速度 , °C/min 
Wtc：熱電対によって計測した加温速度 , °C/min 
γ：全生細胞数に対する分化生細胞数の割合（細胞の分化率） N2 /Nt = η2/ηt 
γ|t ：細胞の分化率の漸近値  
ΔT：氷結晶先端に対する画像中心の温度 , °C 
Δx：氷結晶先端から画像中心までの距離（高温側を正とする） , mm 
η：生存率（凍結・融解後の全細胞数に対する生細胞数の割合） 
η1：未分化細胞の生細胞数割合（無次元細胞数） N1 /N10 
η2：分化細胞の生細胞数割合（無次元細胞数） N2 /N10 
η3：未分化細胞の死細胞数割合（無次元細胞数） N3 /N10 
η4：分化細胞の死細胞数割合（無次元細胞数） N4 /N10 




D : Dead cell（死細胞） 
DMEM : Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO：Dimethyl sulfoxide 
DSS : Directional solidification stage（方向性凝固ステージ） 
FBS : Fetal Bovine Serum（牛胎児血清） 
GCS : Glass coverslip（ガラスカバースリップ） 




IIF：Intracellular ice formation（細胞内氷形成） 
L : Living cell（生細胞） 
M : Medium（培養液） 
M+DMSO : 10v/v%DMSO を添加した分化誘導時の培養液 
MEM : Minimum essential medium  
NGF : Nerve Growth Factor（神経成長因子） 
NR：Neurite（神経突起） 
PBS : Phosphate Buffered Saline（リン酸緩衝生理食塩水） 
PCS : Plastic coverslip（プラスチックカバースリップ） 
PI : Propidium Iodide 
PS: Physiological saline（生理食塩水） 
PS+DMSO : 10v/v%DMSO を添加した生理食塩水 



















































1.2  細胞の凍結 

























1.2.2  凍結による細胞損傷 
 凍結・融解後の細胞の損傷は，凍結の際の条件や細胞の種類によって質的・





































































生存率は，A と C の中間的な冷却速度，すなわち最適冷却速度 B で高くなる． 
この速度では，細胞外凍結によるストレスに曝される時間が比較的短く，一方 
，細胞内凍結を起こすにはやや遅いため，生存率が高くなると考えられる． 








































































































1.4.1  懸濁状態の神経細胞の凍結保存 
1.4.1.1  初代神経細胞の凍結保存 
初代神経細胞の凍結保存において，比較的良好な成果が得られた例の多くは，
動物種に依らず，7~10v/v%の DMSO を添加した溶液中で，冷却速度が H~1°C/min
の緩速凍結保存を行っている(1.20)．冷却速度と凍結保存後の細胞の品質の関係に
ついて，ラットの大脳由来神経細胞では，融解後の生存率は，H = 10°C/min ま
たは 15°C/min では減少し，H = 30°C/min では 0 となった(1.21)．ヒト胎児腹側中
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脳組織細胞では，H = 0.3°C/min で凍結保存し，融解後の生細胞の神経伝達物質
含有量などが，コントロールとほぼ同等であることが報告されている(1.22)．以上
のような緩速凍結保存において，加温速度に関しては，急速加温（37°C のウォ




において，2~4v/v%の DMSO では 10v/v%よりも生存性が低下し(1.23)，牛胎児小



















存性は 0 だったが，10v/v%DMSO と組み合わせると，DMSO 単体の場合よりも
生存性が上がった(1.31)．しかし，in vitro における生存性は，0.1w/v%のメチルセ
ルロースと 10v/v%DMSOを組み合わせても，上昇しないという報告(1.32)もある． 








































病の患者へ移植する臨床研究では，4 人中 3 人にわずかな臨床的改善がみられた




1.4.1.2  神経幹細胞の凍結保存 
 初代神経細胞は，その供給量が少ないという問題があるが，これに対するア














性は 70~95%であり，少なくとも 2 回の凍結・融解の繰り返しまでは，分化能を
















































































































3) 凍結・融解後の 細胞の形態変化をより詳細に理解するため，細胞骨格の一 
種である中間径フィラメントの分布の変化も調べる．そのため，中間径フィラ























1.6  本論文の構成 
本論文は 5 章から構成される．以下に各章の概要を紹介する． 
 












第 3 章 









第 4 章 
分化型 PC12 細胞の凍結・融解特性に対する凍結保護物質の効果を明らかにす





















2.1  緒言 
本研究では，神経突起を有する神経様細胞である，基質に付着した分化型 PC12
細胞に対する凍結実験を行う．しかし，従来の方法を用いて PC12 細胞の分化誘















































2.2  実験材料および方法 
2.2.1  実験材料 
 神経成長因子（Nerve growth factor（NGF））により神経突起を伸展させ，交
感神経細胞様の成熟神経細胞に分化するモデル細胞として，入手や操作が比較











15~30 個の細胞に対する平均値±標準偏差）を Table 2.1 に示す．細胞体のサイ
ズは，その面積と等しい円の直径（等価円直径）とし算出された． 
   








 未分化細胞の分化誘導を行うか否かによらず，まず，未分化型 PC12 細胞の継
代培養の標準的な条件として，1) ディッシュ（60mm Falcon dish, コロナ処理済, 
BD 社製）面上のコンフルエントに近い状態の未分化型 PC12 細胞を,ピッペティ
ングにより剥がし，培地に懸濁後，新しいディッシュに潘種し，37°C, 10%CO2 環
境で培養する．なお，細胞培養に必要な主な装置について付録 A に示す． 
継代培養の周期は約 1 週間とし，その間，培地交換は行わない．継代数 2 か
ら 20 回の細胞を実験に用いた．培地は，濃度 10v/v%の血清（5.0v/v%牛胎児血





























Table 2.1  Morphological characteristics of PC12 cells 
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を添加した Dulbecco's modified Eagle medium（DMEM）（GIBCO 社製）である．
なお，血清は等量の FBS と HS からなり，両者の濃度の合計を血清濃度（v/v%）
とした． 
未分化細胞のみの増殖特性を調べる（未分化細胞の分化誘導を行わない）場
合には，上記 1) に続いて， 
2) 手順 1) の継代培養の過程で，細胞数密度を約 1500 cells/cm2 で細胞を播種し
直し 24 時間後，所定の濃度の血清を含む培地と入れ換える．培地中の血清濃度





3) 手順 2) の培地を用い，毎日，培地を全量交換し，9~11 日間，培養（37°C, 
10%CO2 環境）を行う．  
未分化型 PC12 細胞の神経分化誘導を行う場合には，上記 1) に続いて， 
2) 手順 1) の継代培養の過程で, 底面にコラーゲン（Calf skin Collagen I, Elastin 
Products 社製）コーティングを施したディッシュに, 細胞数密度を約 1500 
cells/cm2 で細胞を播種し直し 24 時間後，100ng/ml NGF（NGF-7S from murine 
submaxillary gland, Sigma 社製）と所定の濃度の血清を添加した DMEM を培地と
し入れ換える．培地中の血清濃度を 7 通り（0.0, 0.004, 0.02, 0.1, 0.5,1.0, 2.0, 4.0 
v/v%）に変化させた．細胞の剥離と Trypsin-EDTA の除去は，未分化細胞のみの
増殖特性を調べる場合の上記の手順 2)と同様である． 
3) 手順 2) の培地を用い，毎日，培地を全量交換し，9~11 日間，培養（37°C, 
10%CO2 環境）を行う． 
 
2.2.3  細胞の撮影および細胞数の計測法 
 前節の細胞の培養過程において，倒立顕微鏡（DMIRB, LEICA 社製）（Fig. 2.2）
とデジタルカメラシステム（DP50, OLYMPUS 社製）（Fig. 2.2）を用い，細胞の
形態を時系列で明視野と位相差で観察・記録した．また，未分化細胞と分化細
胞の代表的な形態を，デジタルホログラフィー顕微鏡（HoloMonitor M3，Phase 
























2.3  PC12 細胞の増殖・分化特性 
2.3.1  実験結果 




（平均値±標準誤差）の時間変化の実験結果を Fig. 2.3 に示す．図中の曲線は 2.5
で述べる最適曲線である． 
Fig. 2.3a で C = 0.0，0.1 v/v%の場合，剥離細胞の増加により未分化細胞数は初
期細胞数から単調減少した．C = 0.5 v/v%の場合には，未分化細胞数は，細胞播
種後，2~3 日間は増加するものの，その後，減少傾向となった．また，血清濃度
が低い程，細胞数は少なかった．一方，Fig. 2.3b の C = 2.0, 10.0 v/v%の場合には，
細胞播種後，培養時間の経過と共に，細胞数は指数関数的に増加し，血清濃度




2.3.1.2  神経分化を伴う場合（NGF 添加の場合）の各細胞数の時間変化 
NGF 添加により細胞分化が起こり，未分化細胞と分化細胞が共存する．血清
濃度に対する η1，η2，ηt ，γ の時間変化の実験結果を Figs. 2.5 と 2.6 に示す．η1，
η2，ηtに関しては平均値±標準誤差を示し，γ は η2 と ηt の平均値から算出された．
なお，Fig. 2.5 中の曲線は実験点を結ぶ滑らかな曲線で，Fig. 2.6 中の曲線は 2.5
で述べる最適曲線である． 
 C = 0.02 v/v%の場合（Fig. 2.5b），細胞播種後，約 3~4 日の間，未分化細胞の
増殖と分化により，η1 がほぼ一定の状態で，η2 と ηt がある程度，増加したが，
その後，未分化・分化を問わず剥離細胞が増え，η1，η2，ηt は減少傾向で，γ は
増加傾向を示した．この細胞数の減少傾向は，C = 0.004 v/v%の場合（Fig. 2.5a）
のように血清濃度が低い方が早い段階で始まった． 
 これに対して，Fig. 2.6（C = 0.1~4.0 v/v%）では，細胞の死滅は殆どなく，未
分化細胞の増殖と分化は安定的に進行した．Fig. 2.7 に，C = 0.1v/v%の場合の細
胞の培養過程の典型的な画像を示す．各細胞数の時間変化の特性は血清濃度に
依存するが，C = 0.5~4.0 v/v%では定性的に概ね同様の特性を示した．すなわち，
η1，η2，ηtは，基本的に，時間経過に対してほぼ単調増加したが，η2 は，経過時
間が長くなると（6~8 日目以降では），増加が鈍化し飽和傾向を示した．従って，  
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Fig. 2.3 η1 as a function of time without NGF 
  for a) insufficient serum-concentration and b) higher serum-concentration. 
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Fig. 2.5  η1，η2，ηt，and γ as a function of time from beginning of cell differentiation





Fig. 2.6 η1，η2，ηt，and γ as a function of time from beginning of cell differentiation 












































これに対応して，γ は，時間経過に対して増加の後，C = 0.5 v/v%では大体 5 日
目以降，飽和傾向を示し，C =1.0, 2.0, 4.0 v/v%では極大値を経て減少傾向を示し
た．また，C = 0.5 v/v%の場合，3 日目過ぎに明確に，η1 と η2 の逆転があった． 
一方，C = 0.1 v/v%の場合，η2 と ηtは共に時間に対して単調増加したのに対し
て，η1 は単調減少の傾向を示し，2 日目過ぎに明確に，η1 と η2 は逆転した．従
って，γ は，単調増加後，飽和傾向を示し，Fig. 2.6 中では最も大きい値を示し
た． 
 η1，η2，ηt，γ の各分布の血清濃度に対する依存性としては，η1 は，C に対して
概ね単調増加し，C = 2.0, 4.0 v/v%で飽和傾向を示すのに対して，η2 は，値の変
化が小さく，C = 0.1 v/v%から増加し C = 0.5~1.0 v/v%で極大をとった後，減少し，
C = 2.0, 4.0 v/v%ではほとんど変化しなかった．従って，ηtは単調増加し C = 
1.0~4.0 v/v%で飽和傾向を示した．γ は C に対して概ね単調減少した． 
 
2.3.2  考察 
2.3.2.1  神経分化を伴わない場合の未分化細胞の増殖特性 
血清には，種々の液性因子（栄養因子，増殖促進因子，細胞障害保護因子な
ど）が含まれ，未分化細胞の生存，増殖，分化に対して影響を持つ(2.34)．NGF
無添加で，C = 0.0~0.5 v/v%の場合，剥離細胞の増加による未分化細胞数の減少
がみられ，血清濃度が低い程，細胞数は少なかったが，これは当該範囲の血清
濃度が，細胞の生命維持と増殖のために十分な量ではなく，細胞死が起こりや










 これに対して，C = 0.1~4.0 v/v%では，未分化細胞の増殖と分化は安定的に進







 C = 0.5~4.0 v/v%では定性的に概ね同様の特性を示し，η1，η2，ηtは，時間経過
に対してほぼ単調増加した．これは，基本的に，未分化細胞の増殖が分化に比

















2.4  細胞増殖と分化の数学モデル 
2.4.1  反応速度論的モデル化 














2.4.1.2  定式化 
「2.4.1.1」の仮定の下に，細胞の増殖，分化，死滅を定式化するために，Fig. 2.8
の反応形態のモデルを提案する．すなわち，未分化細胞の増殖は，自身の細胞
数 N1 と増殖の速度定数 k1 に基づいて，未分化細胞の分化は，未分化細胞数 N1
と分化の速度定数 k2 に基づいて進行する．また，未分化細胞の死滅は，その細
胞数 N1 と死滅の速度定数 k3 に基づいて，分化細胞の死滅は，その細胞数 N2 と
死滅の速度定数 k4 に基づいて進行する． 
 
2.4.1.3  基礎方程式と初期条件 
Fig. 2.8 の反応形態を数学的に記述するための基礎方程式と初期条件を Table 






い（ 式(6)～(8) ）とする．一般的に，速度定数 kiは環境因子（培地中の成分濃




















































2.4.1.4  解析解 
Ni (t) は，基礎方程式の解析解として容易に求められ，無次元細胞数 ηi を Table 
2.3 に示す．ki が一定でない場合，例えば，環境因子が非定常変化し，ki が時間 
の関数である場合の解析解を式 (9)～(12) に示し，ki が一定の場合の解を式 
(13)～(16) に示す． 
 
2.4.2  モデル特性 
2.4.2.1  パラメータスタディ 
 本章では，細胞の分化誘導開始後の比較的初期の段階を対象とするので，増
殖や分化による細胞数の飽和傾向や細胞の死滅を考慮しない．この場合，k3 = k4 
= 0 で，細胞は全て生きており，ηt ≡ η1+ η2 ，γ ≡ η2 /ηt ，J1 ，J2 ，J1 ‒ J2 を含め，
その解（式(17)～(23) ）を Table 2.4 に示す．未分化細胞の増殖・分化の速度定
数を表すモデル定数のパラメータスタディにより，モデル特性を調べるが，簡
便化のために Table 2.4 中の式 (24) に示される無次元時間 と無次元速度定数 K
を導入することにより，最終的に式(25)～(31)を用いる．Table 2.4 の解の分布の
特徴は，η1, η2 に含まれる係数 1 と K/(1-K) に関して，K の値により Table 2.5 に
示す Case 1 から Case 6 の 6 通りに場合分けされ，各 Case の代表的な値（6 個）
に対して計算を行った．  
 
2.4.2.2  モデル特性の結果 
モデル特性として，各細胞数の時間変化 η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの K に対す
る依存性を Fig. 2.9 に，	̃ݐ→∞における γ ሺ̃ݐሻの漸近値を K に対して Fig. 2.10 に
示す． 
1) 未分化細胞に関して，Fig. 2.9a 中，0≦K<1 の範囲では，η1ሺ̃ݐሻは指数関数的に
増加した．K = 1 では，η1ሺ̃ݐሻ=1（初期値）のままで一定となった． K  1 の範囲
では，η1ሺ̃ݐሻは時間に対して単調減少し零に漸近した．  
2) 分化細胞に関して（Fig. 2.9b），η2ሺ̃ݐሻは，0 < K < 1 の範囲では指数関数的に増
加し，K = 1 では，直線的に増加した． K > 1 の範囲では，単調増加するものの，
その増加は次第に緩速化し，K/(K-1) に漸近した．  
3)全細胞数に関して（Fig. 2.9c），ηt ሺ̃ݐሻは，0 ≦ K < 1 の範囲では指数関数的に増
加し，K = 1 では直線的に増加し，K > 1 の範囲では K/(K-1) に漸近的に増加した．  
4)分化率に関して， γ ሺ̃ݐሻは，K > 0 の範囲で単調増加しつつ, 0 ≦ K < 1 の範囲









































































     Fig. 2.10  γ|






2.4.2.3  考察 




殖による未分化細胞の増加が分化による未分化細胞の減少を上回る（ J1 > J2  ∴
J1‒J2 > 0）ため，η1ሺ̃ݐሻは，時間に対して指数関数的に増加する．K = 1 では，未
分化細胞の増殖による増加と分化による減少が等しく（ J1 = J2  ∴J1‒J2 = 0），増 
殖した未分化細胞がすべて分化細胞になるため，η1ሺ̃ݐሻ=1（初期値）のままで一
定である．K  1 の範囲では，分化による未分化細胞の減少が，増殖による未分
化細胞の増加を上回る（ J1 < J2  ∴J1‒J2 < 0）ため，η1ሺ̃ݐሻは時間に対して単調減
少し零に漸近する．従って，K の増加に対して，1 の値は単調減少する． 
2) 分化細胞に関しては，分化の進行により，η2ሺ̃ݐሻは，いずれの K の値(0)でも，
時間に対して単調増加する．0 < K < 1 の範囲では，η1ሺ̃ݐሻの指数関数的増加に対
応して，η2ሺ̃ݐሻも指数関数的に増加する．K = 1 では，増殖と分化は等しい速さで
進行し，η1ሺ̃ݐሻが初期値と一定であるため，η2ሺ̃ݐሻは直線的に増加する． K > 1 の範
囲では，η1ሺ̃ݐሻが零に漸近的に減少するのに対応して，η2ሺ̃ݐሻは単調増加するものの，
その増加は次第に緩速化し，K/(K-1) に漸近し，最終的にはすべての細胞が分化
した状態に至る．また， 2 の K に対する依存性は単調ではなく， 分化する未
分化細胞数に比べ，未分化細胞自体が十分に多く存在する場合には， 2 は K と
共に増加するが，分化がある程度盛んで，未分化細胞数が減少すると，  2 は極
大を経て，逆に，減少に転ずる傾向を示す．  
3) 従って，両者の和である ηt ሺ̃ݐሻも，いずれの K の値に対しても，時間に対して
単調増加する．すなわち，ηt ሺ̃ݐሻは，0 ≦ K < 1 の範囲では指数関数的に増加し，
K = 1 では直線的に増加し，K > 1 の範囲では K/(K-1) に漸近的に増加する．基本
的に，細胞分化は全細胞数の増加には寄与せず，全細胞数の増加は，あくまで
も，未分化細胞数の増殖のみによりもたらされるため， K の増加に対して ηt ሺ̃ݐሻ
は単調減少する． 
4) γ ሺ̃ݐሻは，K > 0 の範囲で，時間に対して単調増加しつつ, 一定値に漸近する分
布をもち，K の増加に対しては単調増加する．γ ሺ̃ݐሻの漸近値は，0 ≦ K < 1 の範
囲では K であるのに対して，K ≧ 1 の範囲では 1 であるが，後者では，K の大
きい方が早い段階（̃ݐの小さい値）で一定値に漸近する． 
 
2.4.2.3.2  各細胞数の時間変化の比較 
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上述の各細胞数の時間変化の K 依存性は， K の値の 3 つの範囲に対して特徴
づけられたが，η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの分布の特徴は，さらに，η1ሺ̃ݐሻと η2ሺ̃ݐሻの
相対的挙動の特徴により，K の値（表 5）に対して計 6 通りに場合分けされる．
K の各代表値に対する η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの分布の比較を Fig. 2.11 に，J1ሺ̃ݐሻ，
J2ሺ̃ݐሻ，J1ሺ̃ݐሻ‒J2ሺ̃ݐሻの分布の比較を Fig. 2.12 示す． 
1) Case 1（K = 0）（Fig. 2.11a）では，未分化細胞は，増殖するだけで分化せず（J2 
= 0），全ての細胞は未分化細胞で（η1 = ηt , η2 = 0, γ = 0），指数関数的に増加する． 
2) Case 2（0 < K < 1/2）（Fig. 2.11b）では，η2 < η1 ≦η tで，いずれも指数関数的
に増加する．未分化細胞の増殖速さは，分化速さの 2 倍より速い（J1 > 2‧J2），
すなわち，未分化細胞数の正味の増殖速さが分化速さより速い（J1‒J2> J2）ため，
η1‒η2 も指数関数的に増加し両者は交わらない．γ は単調増加し K の値に漸近す
る．  
3) Case 3（K = 1/2）（Fig. 2.11c）では，η2 < η1≦η tで，いずれも指数関数的に増
加するが，未分化細胞の増殖速さは分化速さの 2 倍に等しい（J1 = 2‧J2），すな
わち，未分化細胞数の正味の増加は分化と等しい速さで進行する（J1‒J2= J2）た
め，常に η1‒η2 = 1 で両者は交わらない．γ は単調増加し K = 1/2 に漸近する． 
4) Case 4（1/2 < K < 1）（Fig. 2.11d）では，いずれも指数関数的に増加する．未分
化細胞の増殖速さは，分化速さの 2 倍より遅い（J1 < 2‧J2），すなわち，未分化
細胞数の正味の増加は，分化に比べ遅い（0 < J1‒J2 < J2）ため，分化細胞数は，
途中で未分化細胞数を上回る．従って，̃ݐ < ̃ݐcで η2 < η1 ≦ η t ，̃ݐ = ̃ݐcで η2 = η1 <  
η t（η1 と η2 は交わる），̃ݐc < ̃ݐで η1 < η2 < η t となる．γ は単調増加し K の値に漸
近する． 
5) Case 5（K = 1）（Fig. 2.11e）では，未分化細胞の増殖速さが分化速さと等しく
（J1 = J2），すなわち，未分化細胞数の正味の増加速さが零であり（J1‒J2=0），こ
れは，増殖した未分化細胞が全て分化することを意味する．従って，未分化細
胞数は初期値（η1 = 1）から変化しないのに対して，分化細胞数と全細胞数は，η 
t‒η2 = 1 を維持し，平行な直線で増加する．従って，̃ݐ = ̃ݐc=1 で η1 = η2 = 1 である
（η1 と η2 は交わる）．γ は単調増加し K = 1 に漸近する． 
6) Case 6（1 < K）（Fig. 2.11f）では，未分化細胞の増殖速さが分化速さよりも遅
い（J1 < J2），すなわち，未分化細胞数の正味の増加速さが負である（J1‒J2< 0）
ため，未分化細胞数 η1 は減少し零に漸近するのに対して，分化細胞数と全細胞
数は共に増加し一定値 K/(K-1) に漸近する．従って，η1 と η2 は̃ݐ = ̃ݐc で交わる．





Fig. 2.11 η1，η2，ηt，and γ as a function of nondimensional time for typical values 







Fig. 2.12 J1，J2 and J1-J2 as a function of nondimensional time for typical 










2.5.1  逆問題解析によるモデル定数の決定の方法 
逆問題解析によりモデル定数 k1 と k2 を決定するが，逆問題解析ツールとして，
MATLAB（Ver. 7.10.0.499）と Curve Fitting Toolbox（Ver.2.2）（The MathWorks
社製）を，非線形最適化法として Trust-Region 法を用いた．逆問題解析の具体的
な手順としては，まず，1) Table 2.4 の式 (17) の逆問題解析から (k1-k2) を決定
し，次いで，2)  1)の結果を式 (18) に代入後，逆問題解析から k2 を決定し，最






2.5.2  逆問題解析の結果 
未分化細胞の死滅のみの場合（k1 = k2 = k4 = 0），および，未分化細胞の増殖の
みの場合（k2 = k3 = k4 = 0）の η1ሺ̃ݐሻの逆問題解析に基づく計算値を，各々，Figs. 2.3a
と 2.3b に示す．Fig. 2.3a の曲線（k3 = 0.422, 1/day）は，時間に対して指数関数の
形で単調減少し零の値に漸近するのに対して，Fig. 2.3b の 曲線（C = 2.0 v/v%で
k1=0.267, 1/day，C = 10.0 v/v%で k1 = 0.445, 1/day）は，指数関数的に単調増加し
た． 
細胞の増殖・分化が安定的に進行する場合の速度定数 k1, k2，未分化細胞数の
正味の時間変化を表す速度定数 (k1-k2)，現象を特徴づける因子である K の計算
結果を血清濃度に対して Fig. 2.13 に示す．また，Figs. 2.13b と 2.10 から，血清









Fig. 2.13  Rate constants of growth and differentiation of PC12 cells determined 















Fig. 2.6 に示す．C = 2.0 v/v%（Fig. 2.6d）では，η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，は指数関数
的に増加し発散傾向を示し，γ ሺ̃ݐሻは単調増加し K に漸近した．より血清濃度が
低い C = 0.5（Fig. 2.6b），1.0v/v%（Fig. 2.6c）の場合でも定性的には同様の傾向
となった．更に血清濃度の低い C = 0.1v/v%（Fig. 2.6a）の場合では、η1ሺ̃ݐሻは，
指数関数的に減少して零に漸近し，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻは指数関数的に増加し，一定値
K/(K-1)に漸近し，γ ሺ̃ݐሻは単調増加し 1.0 に漸近した． 
 
2.5.3  考察 
2.5.3.1  実験値とモデルによる計算値の比較 
Fig. 2.3 における，η1 の計算値と実験値の一致の程度は良い．Fig. 2.6a でも，
計算値と実験値は良く一致し，Figs. 2.6b~2.6d では，逆問題解析の対象とした範
囲（分化誘導開始後 6 日位まで）で，計算値と実験値の一致の程度は概して良
い．また，Fig. 2.6 中，逆問題解析の対象とした実験点の値 yjEと計算値 yjP に対












2.5.3.2  細胞増殖と分化の速度定数の血清濃度依存性 
 本実験の範囲では，血清の効果は血清濃度の増加に対して飽和する傾向を示
した（Fig. 2.13）．具体的には，血清濃度の増加に対して，k2 は単調減少するの
に対して，k1 は C = 0.1 v/v%で k1 < k2 の状態から増加し，C =0.5 v/v%では k1 > k2
と逆転し，その後，k2~0.45, 1/day，k1~0.2, 1/day でほぼ一定となる．Figs. 2.13a
（白抜きのプロット）と2.3bの間での k1の値の比較として，C = 2.0 v/v%の場合，















































Table 2.6  Nondimensional root mean square errors  
between experiment and prediction based on inverse problem 
53 
 
C = 10.0 v/v%の値に近い．(k1-k2) は，負値（C = 0.1 v/v%で‒0.07, 1/day）から正
値へと増加し，概して一定（~0.25, 1/day）となる．K は 1.0 を超える値から 1.0
未満へと減少し，ほぼ一定（~0.4, 1/day）となる． 
 Fig. 2.13b に白抜きの逆三角形で示す K の値から，血清濃度の条件が C = 0.1 
v/v%では Case6，C = 0.5 v/v%では Case4，C = 1.0, 2,0, 4.0 v/v%では Case2 に属す
ることが分かる（塗りつぶしの逆三角形を基にすると，C = 1.0 v/v%ではわずか
に 0.5 より大きく，Case4 に変化する）．γ|t は C = 0.1 v/v%では 1 であるのに
対し，C ≧ 0.5 v/v%では K と等しくなる． 





























元速度定数 K をモデルパラメータとし，その値により 6 通りに場合分けし，
モデル特性（未分化細胞数，分化細胞数，全細胞数，分化率の時系列変化に対
する K の影響）を詳細に明らかにした．  

















































常に便利であり，その場合には in vivo での神経ネットワークの維持が要求され
る． 

















































なお，実験材料としては，基質に付着した分化型 PC12 細胞を用い，2 章の結果
から，分化率が最も高く，実験材料の準備が効率的に行える条件として，分化
誘導過程における培養液中の血清濃度を 0.1v/v%とする．   
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3.2  実験材料およびその準備 
3.2.1  実験材料（細胞） 
 第 2 章で増殖・分化特性を調べた神経細胞モデルである PC12 細胞を用いた． 
   
3.2.2  PC12 細胞の継代培養と分化誘導 
 継代培養は，「2.2.2」項の方法と同様である． 
 未分化型 PC12 細胞の分化誘導法を以下に述べる．まず，コラーゲンをコーテ
ィングしたチャンバースライド（CS）（4wells，底面厚さ 1.0mm，培養領域 8.9
×20.2mm，ポリメチルペンテン，Thermo Fisher Scientific 社製，アメリカ）（Figs. 
3.1 と 3.2），またはディッシュ内に設置したプラスチックカバースリップ（PCS）
（厚さ 170~200µm，直径 13mm，ポリフェニレンサルファイド， Thermo Fisher 
Scientific 社製，アメリカ）（Fig. 3.3）に，継代培養過程の細胞を，約 1500cells/cm2
の細胞数密度で潘種し，継代培養時の培地で，37°C，10%CO2 環境下で培養する．
培養開始から 24時間後，0.05v/v% FBS，0.05v/v% HS，100ng/ml NGF（Nerve Growth 
Factor-7S from murine submaxillary gland，Sigma-Aldrich 社製，アメリカ）を添加
































































3.3  実験装置および方法 
3.3.1  凍結・融解のための低温ステージ 
試料の凍結・融解には，顕微鏡に装着される 2 種類の低温ステージを用いた．
すなわち，方向性凝固ステージ（DSS）(3.6)(3.18) （Figs. 3.4 と 3.5），および，一
様温度分布ステージ（UTDS）（10002L，Linkam 社製，イギリス）（Figs. 3.6 と
3.7）である． 
 Fig, 3.5 に示すように，方向性凝固ステージの高温側と低温側の二つの銅ブロ
ックの間隔は 2.0 mm であり，実験試料は，ステージ上で温度勾配 G が課された
状態で，高温側から低温側へ，移動速度 V で移動させられることにより，冷却
速度 H = G･V で冷却され，試料内を凍結が進行する．試料の逆方向への移動に








 一方，Fig. 3.7 の概略図に示すように，一様温度分布ステージは，直径 21mm













3.3.2  凍結挙動の観察 




Fig. 3.4  Outlook of DSS 




Fig. 3.6  Outlook of UTDS 
            





の生理食塩水を加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，CS の側







撮影・記録した（Fig, 3.9）．温度条件は，温度勾配 G が約 13~19°C/mm に対し
て，試料の移動速度 V（0.4~4.9mm/min）を変化させ，冷却速度 H = 5.4，33.6，
68.4，92.3°C/min とした． 
 






3.3.3.1  方向性凝固ステージを用いる場合 
CS 上の分化型 PC12 細胞に対して，培地を，蛍光色素である Propidium Iodide




れた．冷却条件は，最低到達温度 5 通り（TL = −0.8, −3.8, −5.6, −8.3, −11.2°C）に
対して，冷却速度を約 1.5 から 80.0°C/min の範囲で変化させた．加温条件は，加
温速度 W = 20~30°C/min で，20°C まで加温した．融解終了後 5~20 分の間に，20°C

















































3.3.3.2  一様温度分布ステージを用いる場合 
分化型 PC12 細胞が付着した PCS をディッシュから取り出し，パラフィルム上
に設置し， PI を 2µM 添加した生理食塩水を用い，洗浄（生理食塩水 100µl を
加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，PCS を傾斜させ，残留
水溶液を除去した後，PS を約 5 µl 加え細胞と生理食塩水から成る試料（約 10µl）
が付着した PCS の上面と下面を GCS（厚さ 120~170µm，φ18，ホウケイ酸ガラ
ス，松浪硝子工業社製，日本）で覆い，周りを 3 重の両面テープ(厚さ約 80µm，
ニチバン社製，日本)で封鎖した（試料厚さ約 60µm）（Fig. 3.10）．試料は，正立
顕微鏡（BX50，OLYMPUS 社製，日本）に装着した一様温度分布ステージによ
り，H =1.0~61.8°C/min で，TL = −3.8°, −5.6, −11.2°C まで冷却され，そこで 10 分
間滞在後，W ~30°C/min で，20°C まで加温された．凍結・融解過程の挙動は，
CCD カメラ（JHT-0060，ジャパンハイテック社製，日本）とビデオキャプチャ
ー（GV-MVP/TZ，アイ･オー･データ機器社製，日本）により撮影・記録し，融
































べる．CS 上の分化型 PC12 細胞に対して，「3.3.2」項と同様の手順で培地を生理
食塩水に交換した．次いで，0.1～2.0M 食塩水を適宜滴下・混合し，細胞回りの
NaCl 濃度を段階的に変化させた．まず，生理食塩水の等張状態から，NaCl 濃度





3.3.5  免疫細胞化学染色による細胞骨格の観察 
凍結・融解や浸透圧ストレスによる細胞骨格の変化を調べるため，その一種
である中間径フィラメントを形成する主要なタンパク質の Neurofilament L に対
する免疫細胞化学染色を行った． 
前者の検討のための試料作製について，分化型 PC12 細胞が付着した PCS を
ディッシュから取り出し，生理食塩水を用いて洗浄を 2 度行い，残留水溶液を 
除去した後，PS を約 5 µl 加え，細胞と生理食塩水から成る試料（約 10µl）が付
着した PCS の上面を GCS（厚さ 120~170µm，φ15，ホウケイ酸ガラス，松浪硝
子工業社製，日本）で，下面を GCS（φ18）で覆った（試料厚さ約 60µm）（Fig. 
3.12）．試料は，一様温度分布ステージを用い，典型的な形態変化が十分に生じ
る代表的な条件として，冷却速度 H = 5.0°C/min で，最低到達温度 TL = −2.0°C ま







15 分間浸漬し，固定した．PBS で洗浄し，2w/v% スキムミルク（BD 社製，ア
メリカ）を添加した PBS に 1 時間浸漬した後，一次抗体液（AB9568，Rabbit 
anti-Neurofilament L，Merck Millipore 社製，ドイツ）を PBS で 1/200 に希釈した
溶液に浸漬し，4°C で 12 時間，抗原抗体反応させた．PBS で洗浄後，緑色蛍光
色素（Alexa Fluor 488，最大励起光波長 496nm，最大蛍光波長 519nm）を結合し











Fig. 3.12  Outlook of sample for freezing and thawing on UTDS  
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Life Technologies 社製，アメリカ）を PBS で 3.3 µg/ml に調整した溶液に浸漬し，
室温で 2 時間，抗原抗体反応させた．PBS で洗浄後，正立顕微鏡（BX50）と CCD
カメラ（DS-Fi1）により位相差画像，および，蛍光画像を撮影した． 
 
3.3.6  統計的解析 
「3.3.3」項で述べた，形態変化の定量的検討と生存率の測定では，1 条件当た
りの繰り返し回数を 3~7 回とした．方向性凝固ステージを用いた実験では，実
験 1 回当たり，測定試料中の 3 スポット（1 スポットの面積は 0.30mm2）を対象
とした．一様温度分布ステージを用いた実験では，実験 1 回当たり，測定試料
中の 5 スポット（1 スポットの面積は 0.14mm2）を対象とした．結果は，平均値
±標準誤差で表記し，平均値間の有意差の判定は，t 検定によって行った．  
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3.4  実験結果 
3.4.1  凍結挙動 
生理食塩水中の分化型 PC12 細胞の方向性凝固過程における凍結挙動の代表
例を，冷却速度に対して Figs. 3.13~3.16 に示す．各冷却条件での観察の温度領域
は，未凍結状態から低温側は概ね−20 ~ −25°C に及ぶ．実験試料である分化型
PC12 細胞の形態は，各図の凍結前の状態である a に示すように，基質に付着し
た状態で細胞の中心部である細胞体から細長い神経突起が伸びる構造を持つ． 
 
3.4.1.1  細胞内凍結を伴わない場合 
本実験で冷却速度が最も低い H = 5.4°C/min（Fig. 3.13）の場合，凍結様式は，
細胞外のみに氷結晶が発生・成長する典型的な細胞外凍結となった．Figs. 3.13a
と 3.13b で凍結領域の先端（Figs. 3.13a と 3.13b の画像下の太い矢印）が未だ及
ばない未凍結状態では，細胞全体の形態が明瞭であるが，Fig. 3.13b で細胞が凍
結領域に取り込まれ，さらに, Figs. 3.13c，3.13d，3.13e，3.13f へと温度が低下す
るに従って，細胞体は，脱水，収縮，変形した．凍結過程における神経突起の
脱水・収縮は元々の細さのために明瞭ではないが，氷結晶との相互作用による
湾曲などの変形（Figs. 3.13b~3.13f に，例を楕円で示す）が認められた．Fig. 3.13f
では，細胞の形態は，細胞体と神経突起を問わず不明瞭になった．  
 
3.4.1.2  細胞内凍結を伴う場合 
Fig. 3.13 の場合より冷却速度が高い H = 33.6°C/min（Fig. 3.14），68.4°C/min（Fig. 
3.15），92.3°C/min（Fig. 3.16）の場合，凍結過程で，細胞外凍結に加え，細胞内
に氷結晶が発生・成長する細胞内凍結を伴い，冷却速度の増加に対しその発生




例えば，Fig. 3.14 中，矩形で示す 2 個の隣接した細胞が，Figs. 3.14d（ΔT= −

















































































































































































胞は共に，細胞内凍結を起こした（右の細胞は Fig. 3.15d（ΔT= −16.21°C），左の
細胞は Fig. 3.15g（ΔT= −21.49°C）で各々1 個ずつ）．さらに，冷却速度の高い Fig. 
3.16 では，Fig. 3.16a 中に楕円で示す細胞は，Fig. 3.16d（ΔT= −8.84°C）で細胞内







は及ばなかった(Fig. 3.14h 中の矩形部分の拡大を Fig. 3.17a に示す)．これに対し
て，冷却速度がより高い Fig. 3.15 では，細胞内氷結晶は，細胞体内だけでなく
神経突起の根元部分まで及び（Fig. 3.15i 中の矩形部分の拡大である Figs. 3.17b
と 3.17c 中，氷結晶の到達点を矢頭で示す），さらに冷却速度の高い Fig. 3.16 で
は，神経突起の根元から先の方へかなり離れた位置まで氷結晶が及んだ（Fig. 
3.16h 中，楕円で示す）．  
 
3.4.2  凍結・融解後の細胞の形態変化 
凍結・融解後の細胞の位相差画像と PI 染色による蛍光画像の代表例を，凍結




ば，前者の形態変化に関しては，Figs. 3.18c と 3.19c 中の矢頭で示す凍結前の突
起の位置に，各々Figs. 3.18d と 3.19d で数珠状部が形成された．後者の形態変化
に関しては，Figs. 3.18a と 3.19a 中の矢印で示す凍結前の突起に対して，各々Figs. 
3.18b と 3.19b で短小化が発生した．数珠状化が生じる突起の割合（65~71 突起
中）は，TL = −0.8 °C で約 70%程度，その他の条件では 95%以上であり，短小化






















































































































































（H =1.0~61.8°C/min，TL = −3.8°, −5.6, −11.2°C）において定点を時系列に観察
した．代表的な例として，H =1.0°C/min，TL = −5.6°C の場合の結果を Figs. 3.20 
~3.22 に示す．凍結前の Fig. 3.20a に矩形で示す突起は，最低到達温度滞在中の
Fig. 3.20bではほとんど変化がなかったが，まだ氷が残存する融解過程であるFig. 
3.20c では既に矢頭で示す数珠状化が生じ始めていた．これに対して，同じ細胞
の別の突起に注目した Fig. 3.21 では，凍結前の Fig. 3.21a の状態に対して，凍結・
融解過程で(Figs. 3.21b~3.21d)数珠状化はほとんど生じず，融解後から生じ始め




細胞内凍結と細胞外凍結が共に生じる条件である TL = −11.2°C，H=61.8°C/min  
において，定点を時系列に観察し，それぞれの凍結様式を経た細胞ごとに，融
解後の形態変化を調べた結果を Fig. 3.23 に示す．Fig. 3.23 に黒丸で示す 2 つの細
胞は，最低到達温度滞在中に細胞内凍結（暗化）し（Fig. 3.23b)，神経突起の根
元付近まで氷が及んだ（Fig. 3.23b に矢頭で示す）のに対し，白丸で示す 2 つの
細胞は凍結・融解過程を通して暗化は見られなかった．凍結・融解後，数珠状
化と短小化は，いずれの凍結様式を経た細胞においても観察された．例えば，
細胞内凍結した細胞の突起は，Fig. 3.23f に黒矢頭で示す数珠状化が生じ，Fig. 
3.23c に黒矢印で示す短小化が生じた．また，細胞外凍結のみの細胞の突起は，




5.6°C，H = 4.7°C/min），37°C で培養し，時系列で観察した結果を Figs. 3.24 と
3.25 に示す．Fig. 3.24 の細胞では，凍結前の Fig. 3.24a の矢頭で示す突起の位置
に，Fig. 3.24c で数珠が生じたが，Fig. 3.24d で数珠が消え，その後 1 時間程度観
察しても，変化は見られなかった．これに対し，Fig. 3.25 の細胞では，Fig. 3.25a


















































































































































Fig. 3.23  Comparison of post-thaw morphological changes between the cells 



































































































2) 神経突起長さ 100µm 当たりの数珠状部の個数（Fig. 3.28）は，TL= −0.8°C で
は平均で 6 ~ 7 個程度であるが，TLの低下に対して増加し，TL= −3.8 ~ −11.2°C
では，平均で 8 ~ 10 個程度に増加した. この特性は，冷却速度にあまり依存
しなかった． 
3) 神経突起の凍結前の長さに対する凍結・融解後の長さの割合（Fig. 3.29）は，




タンパク質である Neurofilament L の分布を調べた．ほとんどの動物細胞は，共
通する 3 種類の細胞骨格繊維によって，細胞の内部構造や機械的特性が支えら 
れているが，その一つである中間径フィラメントは，一般的に細胞に機械的強 
度を与える役割を担う．Neurofilament L の免疫染色画像の代表例を，位相差画
像と共に，未凍結状態（コントロール）を Fig. 3.30 に，凍結・融解後の状態を






















Fig. 3.26  Schematic of beading of neurite  
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Fig. 3.27  Fraction of neurite width after freezing and thawing against 






















Fig. 3.29  Fraction of neurite length after freezing and thawing 






Fig. 3.30.  Cells and neurofilament L before freezing 
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で，Fig.3.32e'は等張に戻した Fig.3.32e に対応する NeurofilamentLの画像である．






と Fig. 3.34a（突起 4~6）に示し，突起の長さを時系列に調べ，等張の初期状態
の長さで無次元化した結果を Fig. 3.33b（突起 1~3）と Fig. 3.34b（突起 4~6）に
示す．点線が垂直に変化する部分は，濃度変化の操作を行ったタイミングを表
す．まず，突起 1~3 について，いずれの突起も，NaCl 濃度が約 1M で若干細く
なり，希釈過程で急激に肥大化し，最終的な数珠部の太さは，約 1.5～2 倍にな
った（Fig. 3.33a）．この 3 つのいずれの突起も，短小化は 10%以下となった
（Fig.3.33b）．ほぼ同様の浸透圧変化を与えた場合の突起 4~6 では，数珠状化部
分の太さは，突起 4 と 5 は，突起 1~3 とほぼ同等で，約 2 倍程度となったが，
突起 6 は，約 3 倍程度まで及んだ（Fig. 3.34a）．長さについては，突起 6 は，
数珠状化と対応して，他の突起よりも短小化の度合いが大きく，40%程度短小化
した（Fig. 3.34b）． 
さらに，形態変化に対する NaCl 濃度の影響を明確にするために，実際の NaCl
濃度変化を Fig. 3.35 のように仮定して解析した．NaCl 濃度に対する数珠状化部
分の太さ変化の例を Fig. 3.36 に示し，突起長さの変化を Fig. 3.37 に示す．まず， 
突起 1~3 について，いずれの突起も，数珠状部は，等張の初期状態と比べて，
NaCl 濃度が 1M において若干細くなり，希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で肥大
化した（Fig. 3.36a）．この傾向は突起 4~6 でも同様であり，いずれの突起も，
希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で肥大化した（Fig. 3.36b）．数珠状化と同様に，
短小化も，希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で生じた（Fig. 3.37）． 
 
3.4.4 凍結・融解後の細胞の生存率 
 凍結・融解後の細胞の生存率 η の測定結果を Fig. 3.38 に示す．図中，便宜上，






































Fig. 3.33  Time-series change of a) width of neurites at beading parts and  




Fig. 3.34  Time-series change of a) width of neurites at beading parts and  






















Fig. 3.36  Change of width of neurites at beading part as a function of NaCl 




Fig. 3.37  Change of length of neurites as a function of NaCl 














でも，TLの低下と共に η = 1.0 から単調に減少した．すなわち，η は，TLの低下
に対して，緩やかに減少し始めた後，こう配を急にしつつ減少し（ 2η /TL 2 < 0），
変曲点（ 2η /TL 2 = 0）を経て，こう配を緩やかにしつつ減少する（ 2η /TL 2 > 0）





























































































































































過程の間の最低到達温度での滞在時間が 10 分であり，加温速度も 20~30°C/min
と必ずしも高くなく，冷却過程以外の影響を受ける時間が長いため，冷却速度
依存性が明確でないと考えられる． 







































































が約-11°C でほぼ 0 となり，凍結保存の観点からは非常に低い． 
 Ma ら(4.1)による，in vitro で神経ネットワークを形成した初代神経細胞に対す
る凍結保存の研究においても，凍結保護物質を用いない場合では、生存率が非
常に低いが，凍結保護物質（DMSO やトレハロース）を加えることで，生存性







4.2  実験材料およびその準備 
4.2.1  実験材料 
第 3 章と同様に，第 2 章で増殖・分化特性を調べた神経細胞モデルである PC12
細胞を用いた． 
  




シュ内に設置した PCS に継代培養過程の細胞を，約 3×104cells/cm2 の細胞数密
度で潘種し，継代培養時の培地で，37°C，10%CO2 環境下で培養する．培養開始





4.3  実験装置および方法 












4.3.2  凍結挙動の観察 
 CS 上の付着した分化型 PC12 細胞に対して，培地を除去し，DMSO（和光純
薬工業社製，日本）を 10v/v%添加した生理食塩水（PS+DMSO）（NaCl 濃度は
0.154M に補正）を用い，洗浄（同量の PS+DMSO を加え，約 1 分間放置し，除
去）を 2 度行った．その後，CS の側壁を取り外し，CS を傾斜させ，残留水溶
液を除去した後，PS+DMSO を約 15µl 加え（付着細胞と PS+DMSO から成る試




却速度 H = 5.4，33.6，68.4°C/min とした． 
 




 基質に付着した細胞の試料作製について，分化型 PC12 細胞，または未分化型
PC12細胞が付着したPCSをディッシュから取り出し，パラフィルム上に設置し， 
PS+DMSO または DMSO を 10v/v%添加した分化誘導時の培養液（M+DMSO）
（NaCl 濃度は 0.154M に補正）に PI を 2µM 添加した水溶液を用い，洗浄（PS+ 




M+DMSO を約 5 µl 加え細胞と水溶液から成る試料（約 10µl）が付着した PCS
の上面と下面を GCS（φ18）で覆い，周りを 3 重の両面テープで封鎖した（試料
厚さ約 60µm）（Fig. 3.10）． 
 懸濁状態の未分化型 PC12 細胞の試料作製について，継代培養過程の細胞の培
地を吸引後，0.05%Trypsin-EDTA を 300 μl を加え，インキュベータ（37°C，3
分間）内に置いた後，培地を加え，ピッペティングにより細胞をディッシュか
ら剥離した．次に，遠心機で細胞を沈殿させた後，上部の水溶液を吸引し，洗
浄（PS+DMSO を 100µl を加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，
細胞を PS+DMSO で懸濁し，PCS の上面にその懸濁液を約 10µl 滴下し，PCS の
上面と下面を GCS（φ18）で覆い，周りを 3 重の両面テープで封鎖した（試料厚
さ約 60µm）（Fig. 3.10）． 
試料は，一様温度分布ステージにより，H = 0.1~74.3°C/min（M+DMSO の場合
は，1°C/min のみ）で，TL = −80.0°C まで冷却され，そこで 10 分間滞在後，W 
~30°C/min で，20°C まで加温された．定点における凍結・融解過程の挙動を時
系列に撮影・記録し，融解終了後 15~30 分の間に，~20°C で，微分干渉画像と蛍
光画像を撮影した． 
凍結・融解後の細胞の形態変化（神経突起の数珠状化と短小化）の定量化とし





4.3.4  免疫細胞化学染色による細胞骨格の観察 
CS上の分化型PC12細胞に対して，「4.3.2」項と同様の手順で試料を準備した．
試料は，方向性凝固ステージにより，H =5.4°C/min で，TL =−37.1°C まで冷却さ
れ，そこで 10 分間滞在後，W ~30°C/min で，20°C まで加温された．凍結・融解
後，「3.3.5」項と同様の方法で免疫細胞化学染色を行った． 
 
4.3.5  統計的解析 
「4.3.3」項で述べた，形態変化の定量的検討と生存率の測定では，基本的に 1









4.4  実験結果 
4.4.1  凍結挙動 
PS+DMSO 中の分化型 PC12 細胞の方向性凝固過程における凍結挙動の代表例
を，冷却速度に対して Figs. 4.1~4.3 に示す．各冷却条件での観察の温度領域は，
未凍結状態から低温側は概ね−15 ~ −35°C に及ぶ． 
 
4.4.1.1  細胞内凍結を伴わない場合 
本実験で冷却速度が最も低い H = 5.4°C/min（Fig. 4.1）の場合，凍結様式は，
細胞外凍結となった．Figs. 4.1a と 4.1b で凍結領域の先端（Fig. 4.1a の画像下の
太い矢印）が未だ及ばない未凍結状態では，細胞全体の形態が明瞭であるが，
Fig. 4.1b で細胞が凍結領域に取り込まれ，さらに, Figs. 4.1c, 4.1d, 4.1e へと温度
が低下するに従って，細胞体は，若干，脱水・収縮・変形した．凍結過程にお
ける神経突起の脱水・収縮は元々の細さのために明瞭ではなかった．生理食塩




4.4.1.2  細胞内凍結を伴う場合 
Fig. 4.1 の場合より冷却速度が高い H = 33.6°C/min（Fig. 4.2），68.4°C/min（Fig. 
4.3）の場合，凍結過程で，細胞外凍結に加え，細胞内に氷結晶が発生・成長す
る細胞内凍結を伴い，冷却速度の増加に対しその発生頻度が増加した．例えば，
Fig. 4.2 中，円で示す細胞が，Fig. 4.2d（ΔT= −28.43°C）で細胞内凍結（細胞内
凍結の瞬間を示す）を起こした．Fig. 4.2 の場合に比べ冷却速度が約 2 倍である
Fig. 4.3 では，円で示す細胞は，Fig. 4.3d（ΔT= −11.65°C）で細胞内凍結を起こ






4.4.2  凍結・融解後の細胞の形態変化 
凍結・融解後の細胞の位相差画像と PI 染色による蛍光画像の代表例を，凍結































































































































































































































































































































































4.4b’と 4.5b’では，赤く染色されない生細胞が 30%程度存在するが，Fig. 4.6b’で 




H =0.3，20°C/min の場合を Figs. 4.8 と 4.9 に示す．H =0.3°C/min の場合，拡大し
た画像中の矢頭で示す突起の部分は，凍結前の Fig. 2a の状態に対して，凍結・
融解過程で(Figs. 4.8b~4.8e)ほとんど太さに変化はなく，融解後に数珠状化した
(Fig. 4.8f)．H =20.0°C/min の場合，Fig.4.9 中に黒丸で示す 2 つの細胞は，凍結
過程で細胞内凍結（暗化）した（Fig.4.9b）のに対し，白丸で示す 2 つの細胞は凍
結・融解過程を通して暗化は見られなかった．それぞれの細胞の突起を拡大し







った（Fig. 4.10）．生理食塩水中の場合（Fig. 3.27） と比較すると，若干変化が
小さい． 
2) 神経突起長さ 100µm 当たりの数珠状部の個数（Fig. 4.11）は，冷却速度にあ




中の場合（Fig. 3.29） と比較して，変化が大幅に減少した． 
Neurofilament L の免疫染色画像の代表例を，位相差画像と共に，Fig. 4.13 に示











































































































Fig. 4.10  Width of neurites after freezing and thawing against 



























Fig. 4.12  Fraction of neurite length after freezing and thawing against before 











































凍結・融解後の細胞の生存率の測定結果を Fig. 4.14 に示す．黒丸は細胞回り
の水溶液環境が PS+DMSO の場合の分化型 PC12 細胞である．これに対して，水
溶液環境を，PS ではなく，より生理的な環境に近い DMEM に置き換えた
M+DMSO とし，H=1°C/min で調べた結果を紫逆三角で示す．また，緑三角は，
PS+DMSO で懸濁した未分化型 PC12 細胞であり，赤四角は PS+DMSO の環境下
の付着した未分化型 PC12 細胞である． 
PS+DMSO の場合の分化型 PC12 細胞は，冷却速度に対して逆 U 字型の生存曲
線を描き，H=0.5~10°C/min で極大値をとった（η~0.4）．より冷却速度が遅い
H=0.3°C/min では若干減少し（η~0.35），より冷却速度が速い H~20°C/min では
大幅に減少し（η~0.10），H~75°C/min で η=0 となった．H=1°C/min における
M+DMSO の環境下における生存率は，PS+DMSO の場合とほぼ同様の結果とな
った． 
 PS+DMSO の環境下における懸濁状態の未分化型 PC12 細胞の生存率は，本実
験条件の範囲では，冷却速度の低下に対して，単調に増加し，H=0.1~0.3°C/min
でほぼ一定となった．冷却速度が高い H~30，75°C/min では分化型 PC12 細胞と
ほぼ同様の生存率となったが，より冷却速度が遅い H=0.1~20°C/min では，基本








Fig. 4.14  Post-thaw cell viability as a function of H 



















(Figs. 4.2 と 4.3)，水溶液環境が PS+DMSO の場合では，PS のみの場合と比べて
氷が細かく，詳細な挙動は不明である． 
 























分化型 PC12 細胞は，冷却速度に対して，逆 U 字型の生存曲線を描き，H= 




 分化型 PC12 細胞の生存率は，生理食塩水中の場合（TL~−11°C で η~0）と比較
して，大幅に上昇した．これは，形態変化と同様に，「4.5.1」項で述べた DMSO
の効果により，損傷が抑えられたためと考えられる． 














4.5.4 未分化型 PC12 細胞の凍結・融解後の生存性との比較 




















































































（分化型 PC12 細胞）に対する凍結実験を行うこととした． 
 
























































































A. 細胞培養に関する主な装置  
細胞を培養するには，体内と同じ環境に置くことが重要であり，細胞は恒温
装置（インキュベータ）内で培地ごと 37°C に維持しながら培養する．細胞を培
う培地の pH は，重炭酸バッファーで緩衝されており，気層の CO2 濃度を一定に
保つことに依り，適当な pH に維持することが可能であり，そのような機能をも
ったインキュベータを，CO2 インキュベータと呼ぶ．空気中の CO2 濃度はほと
んど 0%に近く，そのままでは培地から CO2 ガスが逃げ，培地の pH はアルカリ
性に傾いてしまう．通常は，95%空気，5%CO2 の気層の時，培地の pH が 7.4 に
保たれるが，細胞によっては 3~10%CO2 の間で変更される場合がある．本研究
で使用した PC12 細胞は，CO2 インキュベータ（APC-30D，アステック社製，日







要がある．そのため，懸濁液を遠沈管（Thermo Fisher Scientific 社製，アメリカ）
へ移し，遠心機（5100，久保田製作所社製，日本）（App.-fig. 3）を用いて遠心し
た．通常，細胞の遠心は，相対遠心力が約 200×g 程度で行うが，本研究では，















































































































度測定のための試料の外観と概略図である．まず，PCS と GCS をアロンアルフ
ァで接着させた後，2 本の熱電対をアロンアルファで PCS に接着させた．更に，
熱電対をよりはがれにくくするため，熱電対と PCS の全体をグリースで覆った．
ステージと GCS の間はグリースで接着させた． 
 方向性凝固ステージ上で静止した試料の設定最低到達温度（TLs）と熱電対に
よって計測した最低到達温度（TLtc）の関係を App.-fig. 10 に示す．また，移動し
冷却・加温される試料の位置（ステージの高温側ブロックの端を基準とし，高
温側を正とする）と熱電対によって計測した温度（Ttc）の関係を，凍結挙動の
観察に用いる条件については App.-fig. 11 に示し，形態変化と生存率の測定に用




一様温度分布ステージ上の試料の，TLsと TLtcの関係 App.-fig. 18 に示す．また，
冷却・加温過程の Ttcの時間変化の結果をApp.-figs. 19~21に示す．App.-figs. 19~21
では，UTDS のセンサーによる表示温度と設定温度（Ts）も示す．Htcはグラフ
内に示した赤直線の勾配とした．さらに，熱電対によって計測した冷却速度（Htc）
と設定冷却速度（Hs）との関係を App.-fig. 22 に示す． 
  







App.-fig. 7  Outlook of system for measuring temperature of sample 
 








































































App.-fig. 10  Relation between set minimum temperature and measured 








 付 15 
 
App.-fig. 11  Temperature change of sample measured during cooling 
on DSS for observation of freezing behavior 
 
 付 16 
App.-fig. 12  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-0.8°C) 
 付 17 
App.-fig. 13  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-3.8°C).




App.-fig. 14  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-5.6°C). 
 




App.-fig. 15  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-8.3°C). 
  




App.-fig. 16  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-11.2°C) 
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App.-fig. 17  Temperature change of sample measured during warming on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells. 
 







App.-fig. 18  Relation between set minimum temperature and measured 
minimum temperature of sample on UTDS.  
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App.-fig. 19  Temperature change of sample measured during cooling on UTDS 
with various cooling rate at TL=-80°C. 
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App.-fig. 20  Temperature change of sample measured during cooling on UTDS 









App.-fig. 21  Temperature change of sample measured during warming on 
UTDS 
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数が少ないため（各群 2 頭ずつ）今後更なる検討が必要である(App.4)． 
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